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• Abstract : 

WO2001 79245 A NOVELTY - Flavone or isoflavone glycoside polyunsaturated or araliphatic ester derivatives (I) are new. 
DETAILED DESCRIPTION - Flavone or isoflavone glycoside derivatives of formula (I) are new. 
(X-O-Z) = (iso)flavone glycoside structure; 

X = (iso)flavone basic structure of formula (a) or (b), which is mono- or polysubstituted and/or mono- or poly-reduced (hydrogenated); 
T = mono-, di- or polysaccharide, having an acetal bond to X and substituted by n A2 -containing ester groups; 
AIC(O) - acyl group bonded to X; 
A2C(0) = acyl group bonded to Z'; 

Al, A2 = polyunsaturated 15-25C alkenyl, containing at least 4 isolated and/or at least 2 conjugated double bonds; or araliphatic group containing 1-4 
methylene groups between the ester group and the aromatic ring; 
n = integer (not zero); 
m = 0 or integer; 
R1-R3 =HorOH. 

An INDEPENDENT CLAIM is included for the preparation of (I). 

ACTIVITY - Dermatological; antidiabetic; vasotropic; ophthalmological; antiarteriosclerotic, prostaglandin; antiinflammatory; thrombolytic; 
hypotensive. 

MECHANISM OF ACTION - Oxygen radical scavenger; antioxidant; protease inhibitor; aldose reductase inhibitor; prostaglandin synthesis inhibitor; 
leukotriene synthesis inhibitor; collagenase inhibitor; tyrosinase inhibitor. 6-0-Naringin-<3-phenyl-propionic acid) ester (la) had IC50 0.18% for 
inhibition of tyrosinase. 

USE - (I) show a combination of the activities of the (iso)flavone glycoside components (e.g. oxygen radical scavenging, antioxidant, skin protease 
inhibiting, anti-skin aging and scarring, colorant, aldose reductase inhibiting, anti-diabetic vascular damage or cataract, vasodilatory or capillary 
activity) and those of the acid component (e.g. anti -arteriosclerotic, prostaglandin- and leukotriene synthesis inhibiting, antiinflammatory, thrombolytic 
or hypotensive activity). (I) may be used in cosmetic, pharmaceutical, food or feed compositions (claimed). In particular (I) inhibit matrix 
metalloprotease-1 (MMP-1; collagenase) and tyrosinase, and are used (claimed) for the cosmetic treatment of sunlight-induced aging of human skin or 
for cosmetic skin lightening. 

ADVANTAGE - (I) show higher bioavailability, stronger activity, a broader spectrum of activity, reduced side-effects (e.g. phototoxicity), better 
resorbability and/or more rapid skin penetration compared with the parent compounds or related known compounds. (Dwg.0/0) 
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TECHNOLOGY FOCUS 
ORGANIC CHEMISTRY- Preparation: 
Claimed preparation of (I) involves 
esteriftcation or transesterification of an acetal 
X-O-Z' (in which the (iso)flavonc structure is 
optionally in the form of a mixture derived from 
plant extracts) with acid(s) A I COOH/A I COOH 
(or corresponding esters or activated 
derivatives) under enzymatic catalysis. 
Specifically the acid is a conjugated linoleic 
acid and the enzymatic catalyst consists of 
hydrolase(s), preferably derived from Candida 
rugosa, Candida antarctica, Geotrichum 
candidum, Aspergillus niger, Penicillium 
roqueforti, Rhizopus arrhizus or Mucor miehei, 
especially the lipase (isoenzyme B) from 
Candida antarctica. The reaction mixture is 
preferably purified by 2-phase extraction using 
water and an organic solvent (e.g. n-hexane, 
cyclohexane, tetrahydrofuran or diethyl ether) 
or by chromatography on silica gel (preferably 
using ethyl acetateJmethanol or 
dichloromethane mixtures containing a small 
amount of acetic acid and/or water). 

[I] 550711 -1-0-0-CL; 55071 1-1 -0-0-NEW; 
55071 1-1 -0-O-PRD; 0052-2900 1 -CL; 0052- 
29001 -NEW; 0052-29001 -PRD 
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(57) Abstract: The invention relates to flavone and isoflavone glycoside derivatives of general formula (I): [A r 
C(=0)0] m -[X-0-Z]-[0-C(=0)-A2] n (I), wherein [X-O-Z] represents a flavone or isoflavone glycoside structure, wherein X 
represents a flavone or isoflavone parent substance of formula (Ha) or (lib), said (iso)flavone parent substance being mono- or 
multisubstituted and/or mono- or multireduced (hydrogenated), wherein Z (sugar) represents a mono-, di- or polysaccharide which 
is acetally bonded to the radical X and is ester-substituted with A 2 n-times, [A r C(=0)J representing an acyl radical on the flavone 
or isoflavone parent substance, wherein Ai and A 2 , independently of each other, represent a polyunsaturated Ci 5 - C 2 r alkenyl 
radical with at least 4 isolated and/or at least 2 conjugated double bonds or an arylaliphatic radical with 1-4 methylene groups 
between the ester group and the aromatic ring, wherein [C(=0)A 2 ] represents an acyl radical on the sugar Z, wherein n is a whole 
number (1, 2, 3, ...) but not 0, wherein m is a whole number including 0 (0, 1, 2, 3, ...) and wherein Rl, R2 and R3 represent 
hydroxyl groups or hydrogen atoms. 

(57) Zusammenfassung: Flavon- und Isoflavonglykosid-Derivate der allgemeinen Formel (I): [A,-C(=O)O]n,-[X-0-Z]-[0-C(=0)- 
AJn (I), worin [X-O-Z] eine Flavon- oder Isoflavonglykosid-Struktur darstllt, worin X einen Flavon- oder Isoflavongrundkorper 
der Formel Ola) bzw. (lib) darstellt, wobei der (Iso-)FIavongrundkGrper einfach oder mehrfach substituiert und/oder einfach oder 
mehrfach reduziert (hydriert) ist, worin Z (Zucker) fur ein Mono-, Disaccharid oder Polysaccharid steht, das acetalisch an den Rest 
X gebunden und n-fach esterartig mit A 2 substituiert ist, worin [A r C(=0)l einen Acylrest am Flavon- oder Isoflavongrundkorper 
darstllt, worin Aj 

[Fortsetzung auf der nachsten Seite] 
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und A 2 unabhangig voneinander einen mehrfach ungesattigten C l5 - C 25 -Alkenylrest mit mindestens 4 isolierten und/oder mindestens 
zwei konjugierten Doppelbindungen oder einen arylaliphatischen Rest mit 1-4 Methylengruppen zwischen Ester-Gruppe und aro- 
matischem Ring darstellen, worin [C(=0)A 2 ] einen Acylrest am Zucker Z darstellt, worin n eine ganze Zahl (1, 2, 3, ...), nicht aber 
0 ist, worin m eine ganze Zahl einschOesslich 0 (0, 1, 2, 3, ...) ist, und worin Rl, R2, R3 Hydroxylgmppen oder Wasserstoff-Atome 
darstellen- 
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Neue Flavonglykosid-Derivate 
fUr den Einsatz in Kosmetika, Pharmazeutika und Ernahrung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue, biologisch aktive Flavon- und Isoflavonglykosid- 
Derivate der allgemeinen Formel (I) 

[ArC(=0)0]^X.O-Z]-[O.C(=0)-A 2 ]n (I) 
von aliphatischen und arylaliphatischen CarbonsSuren, Verfahren zu ihrer Herstellung 
to und diese Verbindungen enthaltende kosmetische und/oder pharmazeutische 
Zubereitungen, ebenso wie deren Einsatz als Zusatzstoffe in der Ernahrung und in 
Futtermitteln. 

In der Kosmetik wird die Anwendung von Wirkstoffen immer wichtiger. Bei den 
15 Wirkstoffen, die bisher bereits Anwendung in der Kosmetik finden, handelt es sich nicht 
immer urn Naturstoffe. Die Optimierung bekannter Wirkstoffe und die Herstellung neuer 
Wirkstoffe sind Gegenstand vieler Forschungsarbeiten. 

Im weitesten Sinne sind Wirkstoffe solche Stoffe, die - in relativ kleinen Mengen 
20 vorkommend Oder zugefQhrt - groBe physiologische Wirkung entfalten kcinnen. Hier ist 
an Hormone, Vitamine, Enzyme, Spurenelemente etc. zu denken, aber auch an 
Pharmaka (Afzneistoffe), Futterzusatze, DQngemittel und 

SchadlingsbekampfungsmitteL Nicht selten kann man auch Synergismus beobachten. 

25 Flavone und Isoflavone/Flavonoide und Isoflavonoide bzw. Flavonalvkoside und 
Isoflavon-cilvkoside 

Flavone sind 2-Phenyl-4H-1-benzopyran-4-one, bei denen an verschiedenen Positionen 
der Ringe Hydroxylgruppen vorliegen Oder auch fehlen konnen. Ein Beispiel fur ein 
Flavon ist Apigenin, dessen chemischer Name 2-(p-Hydroxyphenyl)-4H-1-(5,7- 
30 dihydroxybenzopyran-4-on lautet (siehe Rompp Chemie-Lexikon, 9. Auflage, Band 2, S. 
1373/4). Die zusatzlichen Hydroxylgruppen sitzen dabei, wie das genannte Beispiel 
zeigt, an dem Phenyl- und/oder dem Benzopyranring. Anders ausgedrUckt: im Sinne 
der vorliegenden Erfindung sind unter Flavonen Stoffe zu verstehen, die Hydrierungs-, 
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Oxidations- oder Substitutionsprodukte des 2-Phenyl-4H-1-benzopyran-4-ons 
darstellen, wobei eine Hydrierung in der 2,3-Stellung des Kohlenstoffgertists erfolgen 
kann, und wobei unter Substitution der Ersatz eines oder mehrerer Wasserstoffatome 
durch Hydroxy- oder Methoxy-Gruppen zu verstehen ist. Bei dieser Definition sind also 

5 Flavane, Flavan-3-ole (Catechine), Flavan-3,4-diole (Leukoanthocyanidine), Flavone, 
Flavonole und Fiavanone im herkSmmlichen Sinn eingeschlossen. Zu den 
erfindungsgemaften Flavonen zahlen neben Apigenin beispielsweise Chrysin, Galangin, 
Fisetin, Luteolin, Kampferol, Quercetin, Morin, Robinetin, Gossypetin, Taxifolin, 
Myricetin, Rhamnetin, Isorhamnetin, Naringenin, Eriodyctiol t Hesperetin, Liquiritigenin, 

10 Catechin und Epicatechin. 

Unter Isoflavonen sind im Sinne der vorliegenden Erfindung hingegen solche Stoffe zu 
verstehen, die Hydrierungs-, Oxidations- oder Substitutionsprodukte des 3-PhenyWH- 
1-benzopyran-4-ons darstellen, wobei eine Hydrierung in der 2,3-Stellung des 
15 Kohlenstoffgertists erfolgen kann, und wobei unter Substitution der Ersatz eines oder 
mehrerer Wasserstoffatome durch Hydroxy- oder Methoxy-Gruppen zu verstehen ist 
Zu den erfindungsgemaBen Isoflavonen zahlen beispielsweise Daidzein, Genistein, 
Prunetin, Biochanin, Orobol, Santal, Pratensein, Irigenin, Glycitein, Biochanin A und 
Formononetin. 

20 

Flavone und Flavonglykoside (Flavonoide) wie Asparatin, Orientin (Lutexin), Cisorientin 
(Lutonaretin), Isoquercitin, Rutin, Naringin und die oben genannten, aber auch 
Isoflavone und Isoflavonglykoside (Isoflavonoide) sind bekanntermaBen FSnger von 
Sauerstoffradikalen sowie Hemmer von Proteasen der Haut, wodurch sie aktiv der 

25 Alterung der Haut und Vernarbungen entgegenwirken kSnnen. Wegen ihrer 
farberischen Eigenschaften sind einige Flavone wie Quercetin als 
Lebensmittelfarbstoffe in Gebrauch. Gleichzeitig wirken sie auf Grund ihrer Fahigkeit, 
Sauerstoffradikale einzufangen, auch als Antioxidantien. Einige Flavonoide sind 
Inhibitoren der Aldose-Reduktase. Diese spielt bei der Entstehung von 

30 Diabetesschaden (GefaBschaden, Grauer Star) eine entscheidende Rolle. Andere 
Flavonoide (wie Hesperidin und Rutin) finden therapeutische Verwendung insbesondere 
als gefa&erweiterende, kapillaraktive Mittel. 
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Die erfindungsgemaiS durchgefuhrten Derivatisierungen erzielen eine verbesserte 
Wirkung sowie eine erhOhte Bioverfugbarkeit, wie es bereits fruher am Beispiel von 
Salicinderivaten gezeigt wurde. 

Viele natGrlich vorkommende Alkyl- und Phenol-Glucoside zeigen antivirale, 
antimikrobielle und teilweise antiinflammatorische Wirkungen. Sie sind jedoch oft 
aufgrund ihrer Polaritat wenig bioverfugbar bzw. ihre Selektivitat ist zu gering. 
Beispielsweise ist Salicin (ein glykosidischer Wirkstoff aus der Weidenrinde) ein 
nichtsteroidales antiinflammatorisches Agenz (NSAIA), das nach Derivatisierung 
(Veresterungen) deutlich verbesserte Wirksamkeit zeigt. Kurzlich gelang die Synthese 
neuer arylaliphatischer Salicinester wie Phenylacetoyl-Salicin oder Phenylbutyroyl- 
Salicin, wobei die Veresterung bevorzugt an den primaren OH-Gruppen des Salicins 
(zunachst am Zucker, dann am Benzylrest) im Salicin erfolgte. Aufgrund des 
arylaliphatischen Restes wird der Stofftransport an den Wirkort verbessert und die 
Selektivitat der Wirkung erhoht. So inhibieren diese Derivate im Gegensatz zu 
unmodifiziertem Salicin bevorzugt die Prostaglandinsynthase 2 (geringere Gefahr von 
Nebenwirkungen) (Ralf T. Otto, Biotechnologische Herstellung und Charakterisierung 
neuer pharmazeutisch aktiver Glykolipide, Dissertation (1999) ISBN 3-86186-258-1). 

PUFAs und CLAs 

Die PUFAs (engl. polyunsaturated fatty acids) und CLAs (conjugated linoleic acids) 
gehflren in der Emahrung zu der Gruppe der essentiellen Fettsauren und zeigen 
zusatzlich eine positive Wirkung beim Einsatz in der Prophylaxe von Arteriosklerose. 
Daneben sind auch pharmazeutische Effekte von Bedeutung: Sie kOnnen 
antiinflammatorische (Hemmung der Prostaglandin- bzw. Leukotriensynthese), aber 
auch eine thrombolytische und hypotensive Wirkung aufweisen. 

Erfindungsgemaa wird PUFA definiert als eine mehrfach ungesattigte Fettsaure mit 16 
bis 26 C-Atomen, wobei die Fettsaure mindestens vier isolierte und/oder mindestens 
zwei konjugierte Doppelbindungen aufweist. Beispiele fur PUFAs sind die insgesamt 
zwdlf zur Linolsaure (cis, cis, 9,12-Octadecadiensaure) isomeren Octadecadiensauren 
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(die in der Natur vorkommen), die Qber konjugierte Doppelbindungen an den C-Atomen 
9 und 11, 10 und 12, Oder 11 und 13 verfOgen. 

Diese Isomeren der LinolsSure (z.B. cis, trans, 9,11-Octadecadiensaure, trans, cis, 
5 10,12-Octa-decadiensSure, cis, cis, 9,11-Octadecadiensaure, trans, cis, 9,11- 
Octadecadiensaure, trans, trans, 9,11-Octadecadiensaure, cis, cis, 10,12- 
Octadecadiensaure, cis, trans, 10,12-Octadecadiensaure, trans, trans, 10,12- 
Octadecadiensaure) lassen sich auf herkemmlichem Weg mittels chemischer 
Isomerisierung der Linolsaure herstellen, wobei diese Reaktionen in Abhangigkeit der 
10 Reaktionsbedingungen ausschlieBlich zu CLA-Gemischen unterschiedlichster 
Zusammensetzung fQhren (z.B. Edenor UKD 6010, Henkel KGaA). 
Aufgrund ihrer konjugierten Doppelbindungen werden diese isomeren 
Octadecadiensauren auch als "conjugated linoleic acids" (CLAs) bezeichnet. 

15 Obwohl in der Literatur bereits zahlreiche pharmakologisch wirksame Stoffe 
beschrieben sind, die beispielsweise in die Entzundungskaskade eingreifen, besteht 
weiterhin ein Bedarf an besser wirksamen, an Nebenwirkungen armen Wirkstoffen. 
Weiter besteht ein Bedarf an Wirkstoffen mit einer guten Resorbierbarkeit und einer 
schnellen Penetration in die Haut, die zudem gut in pharmazeutische oder kosmetische 

20 Formulierungen einarbeitbar sein mGssen. 

Weiterhin besteht ein besonderes Interesse an der Auffindung von Wirkstoffen, welche 
den Alterungsprozessen der rnenschlichen Haut vorbeugen konnen. 

25 Die menschliche Haut ist das gr6Bte Organ des rnenschlichen Kfirpers. Sie ist ein sehr 
komplex aufgebautes Organ, welches aus einer Vielzahl verschiedener Zelltypen 
besteht und die GrenzflSche des Kfirpers zur Umwelt bildet Diese Tatsache 
verdeutlicht, dass die Zellen der Haut in besonderem Made exogenen Signalen der 
Umwelt, physikalischer und chemischer Natur ausgesetzt. Viele dieser exogenen Noxen 

30 tragen zum AlterungsprozeS der Haut bei. 

Die makroskopischen PhSnomene alternder Haut beruhen zum einen auf der 
intrinsischen oder chronologischen Alterung, zum anderen auf der extrinsischen 
Alterung durch Umweltstress. Die FShigkeit lebender Hautzellen, auf Ihre Umwelt zu 
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reagieren, verandert sich mit der Zeit. Es finden Alterungsprozesse statt, die zur 
Seneszenz und letztendlich zum Zelltod fOhren. Die sichtbaren Zeichen gealterter Haut 
sind als Integral der intrinsischen und der extrinsischen Alterung (z.B. durch 
Sonnenlicht) zu verstehen, wobei die Ereignisse der extrinsischen Alterung Ober einen 
langeren Zeitraum in der Haut akkumulieren. 

Exogene Signale werden von Zellen empfangen und fiihren, zum Teil Qber komplexe 
Signaltransduktionskaskaden, zu Veranderungen im Genexpressionsmuster. Auf diese 
Weise reagiert jede Zelle auf Signale aus ihrer Umgebung mit der Anpassung ihres 
Metabolismus. Z.B. bemerken die Zellen der Haut die energiereiche Strahlung der 
Sonne und reagieren darauf mit der Umstellung ihrer RNA- und 
Proteinsyntheseleistungen. Einige MolekQIe werden nach einem Stressstimulus (z.B. 
Sonnenlicht) vermehrt synthetisiert (z.B. die Kollagenase MMP-1), andere wiederum 
werden in einem geringerem Umfang produziert (z.B. Kollagench). Weiterhin wird bei 
einer vlelzahl der Syntheseprozesse keine signifikante Veranderung erfolgen (z.B. 
TIMP-1). 

Die Induktion der Kollagenase MMP-1 durch Sonnenlicht Oder andere Stressfaktoren 
wird als Hauptursache fur den Prozess der extrinsischen Hautalterung angesehen. Die 
Kollagenase MMP-1 zerstort den wichtigsten Bestandteil des Bindegewebes der Haut, 
das Kollagen, und fuhrt dadurch unter anderem zu einer Reduktion der Hautelastizitat 
und zur Ausbildung tiefer Falten. In der jungen und nicht gestressten Haut wird die 
Aktivitat der Kollagenase durch einen naturlich vorkommenden Inhibitor TIMP-1 (Tissue 
Inhibitor of Matrix Metalloprotease-1 ) reguliert. Zwischen MMP-1 und TIMP-1 besteht 
ein aulierst sensibles Gleichgewicht, welches durch exogenen Stress empfindlich 
gestOrt wird. Die Expression von MMP-1 wird durch Hautstress, wie z.B. die 
Bestrahlung mit Sonnenlicht verstarkt. Demgegenuber wird die Synthese des Inhibitors 
TIMP-1 nicht signifikant verandert. Daher kommt es unter Einwirkung von exogenem 
Stress, wie z.B. Sonnenlicht, in der Haut zu einem uberma&igen Abbau von Kollagen. 
Die Folge ist eine vorzeitige Alterung der Haut. 

Bestrebungen zur kbsmetischen Behandlung der Effekte einer stressinduzierten 
Hautalterung haben die Reduktion der MMP-1 -Aktiviat oder die verstarkte Synthese von 
Kollagen zum Ziel. Durch die Verwendung von Retinsaure bzw. Retinol soil die MMP-1 
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Synthese in der Haut vermindert Oder die Kollagensynthese verstarkt werden. Jedoch 
ist der Einsatz von Retinsaure fur Kosmetika in Europa aufgrund teratogener 
Eigenschaften nicht gestattet. Zytotoxische Effekte, unzureichende Stabilitat in 
Formulierungen, unerwOnschte Nebenwirkungen oder auch die stOrende Eigenfarbe 
5 fuhren zur Limitierung der kosmetischen Verwendung von Wirkstoffen, wie z.B. bei 
alpha-Tocopherol, Propylgallat oder diversen Pflanzenextrakten. 

Die Aufgabe. die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegt, bestand also darin, 
nebenwirkungsarme, gut wirkende und gut zu verarbeitende und zu applizierende 
10 Substanzen bereitzustellen. 

Flavon- und Isoflavonglykoside sind z.B. aus der Natur bekannt. Nicht bekannt (weder 
aus Pflanzen, Mikroorganismen oder tierischen Zellen noch synthetisch hergestellt) sind 
hingegen Ester solcher Flavon- und Isoflavonglykoside, bei denen mindestens eine der 
15 Hydroxylgruppen des Zuckers mit einer (ungesSttigten) Carbon- bzw. FettsSure 
verestert ist, und bei denen weiterhin eventuell eine weitere Estergruppierung zwischen 
einer der Hydroxylgruppen des Flavon- oder Isoflavon-Anteils und einer weiteren 
ungesattigten Fettsaure vorliegt. 

20 Oberraschenderweise wurde von den Erfindern gefunden, daB bestimmte Flavon- und 
Isoflavonglykosid-Ester eine gegenOber den bekannten Einzelkomponenten (Fettsaure 
bzw. (Iso-) Flavonglykosid) verbesserte biologische Verfugbarkeit, verstarkte Wirkung 
und/oder ein verbreitertes Wirkspektrum aufweisen. Bei diesen (Iso-)Flavon-Glykosid- 
Derivaten sind die Flavone oder Isoflavone Ober mindestens eine Hydroxylgruppe mit 

25 mindestens einem Zucker glykosidisch verknOpft. Dabei kann der Zucker Ober eine OH- 
Gruppe am Benzopyran-Ring oder uber eine OH-Gruppe am Phenylring des (Iso- 
)Flavonrestes mit diesem verkniipft sein. Auch die Gruppierung [Ai-C(=0)J kann Uber 
eine OH-Gruppe am Benzopyran-Ring oder Ober eine OH-Gruppe am Phenylring des 
(Iso-)Flavonrestes mit diesem verknupft sein. Es ist bevorzugt, wenn der Zucker Ober 

30 den Benzopyran-Ring und die Fett-/Carbonsaure ebenfalls Ober den Benzopyran-Ring 
oder Ober den Phenylring des (Iso-)Flavonrestes mit diesem verknupft ist 
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Als Zucker kommen Mono- und Oligosaccharide, insbesondere D-Glucose, D- 
Galactose, D-Xylose, D-Apiose, L-Rhamnose, L-Arabinose und Rutinose in Betracht. 
Beispieie fur die Ravon-Glykosid-Reste in den erfindungsgemaSen Verbindungen sind 
Rutin, Hesperidin und Naringin. Bevorzugte Beispieie fur die Isoflavon-Glykosid-Reste 
in den erfindungsgema&en Verbindungen sind Daidzin und Genistin. 

Durch die Bereitstellung der Verbindungen der vorliegenden Erfindung konnten die 
Erfinder die gestellte Aufgabe losen. 

Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung sind Flavon- und Isoflavonglykosid- 

Derivate der allgemeinen Formel (I): 

[A,-C(=0)0]^X-0-2]-[0-C(=0).A 2 l n (I), 

worin [X-O-Z] eine Flavon- Oder Isoflavonglykosid-Struktur darstellt, 

worin X einen Flavon- Oder IsoflavongrundkSrper der Formel (lla) bzw. (lib) 




("a) (lib) 



darstellt, wobei der (lso-)Flavongrundk6rper einfach Oder mehrfach substituiert und/oder 
einfach oder mehrfach reduziert (hydriert) ist, 

worin Z (Zucker) fQr ein Mono-, Disaccharid Oder Polysaccharid steht, das acetalisch an 

den Rest X gebunden und n-fach esterartig mit A 2 substituiert ist. 

worin [Ai-C(=0)J einen Acylrest am Flavon- oder Isoflavongrundkbrper darstellt, 

worin A t und A 2 unabhangig voneinander einen mehrfach ungesattigten C15 - C25- 

Alkenylrest mit mindestens 4 isolierten und/oder mindestens zwei konjugierten 

Doppelbindungen oder einen arylaliphatischen Rest mit 1-4 Methylengruppen zwischen 

Ester-Gruppe und aromatischem Ring darstellen, 
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worin [C(=0)A 2 ] einen Acylrest am Zucker Z darstellt, 

worin n eine ganze Zahl (1, 2, 3, ...), nicht aber 0 ist t 

worin m eine ganze Zahl (1, 2, 3, ...) einschlie&lich 0 ist, und 

worin R1, R2, R3 Hydroxylgruppen Oder Wasserstoff-Atome darstellen. 



5 



Bevorzugte Zuckeranteile sind aiigemein soiche Z, die ein Monosaccharid bedeuten. 
Insbesondere bevorzugt sind folgende Monosaccharide: Rhamnose, Threose, 
Erythrose, Arabinose, Lyxose, Ribose, Xylose, Allose, Altrose, Galactose, Glucose, 
Gulose, Idose, Mannose, Talose und Fructose, wobei die natQrlich vorkommenden 
10 Stereoisomere der Zucker die jeweils bevorzugte Form ist. Ebenfalls bevorzugt sind 
Disaccharide, die aus den zuvor genannten Monosacchariden aufgebaut sind, wobei 
wiederum die natQrlich vorkommenden Stereoisomere der Zucker die jeweils 
bevorzugte Form ist. 

is GemSB einer bevorzugten AusfQhrungsform erfolgt die Bindung des (Iso- 
)Flavongrundk6rpers an den Zucker uber eine primare Alkoholgruppe des Zuckers (z.B. 
Qber OH an C 6 der Glukose). Gemafi einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform ist 
Z-O-X das Naringin-GerQst mit der Formel (III) 



Weitere bevorzugte Flavone/Flavonoide (X bzw. X-O-Z) in der allgemeinen Formel (I) 
sind Asparatin, Orientin (Lutexin), Cisorientin (Lutonaretin), Isoquercitin, Naringin, Rutin, 
Kampferol und Quercetin handelt. 



Bevorzugte Verbindungen der allgemeinen Formel (I) sind vor allem soiche, bei denen 
X-O-Z Naringin gemSB Formel (III) ist, und A 2 die Acylreste folgender Sauren sind: p- 




OH 



(III) 



25 
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Chldrphenylessig-, Hydrozimt-, Stearin-, 12-Hydroxystearin-, Palmitin-, Laurin-, Ol-, 
Coumar-, Caprin-, Zimt-, 4-Phenylbutter-, 4-Hydroxyphenylessig-, 5- 
Phenylvaleriansaure oder die unter den Handelsnamen erhaltlichen Gemische Edenor 
UKD 6010 und UKD 7505. Edenor UKD 6010 und UKD 7505, p-Chlorphenylessig- und 
Hydrozimtsaure sind besonders bevorzugte Sauren. Besonders bevorzugt ist ftir alle 
diese Kombinationen aus Naringin und den genannten Fettsauren, wenn n=1 oder n=2 
und m gleichzeitig 0 ist. Wenn n=1 (und m=0) , ist die bevorzugte Position von A 2 die 
primare OH-Gruppe am Zucker-Anteil in der Formel (III). Aber auch alle sekundaren 
OH-Gruppen des Zuckers kommen als bevorzugte Ausfuhrungsformen fOr die 
Veresterung in Betracht. Wenn n=2 (und m=0), ist es bevorzugt, wenn eine Veresterung 
an der primaren OH-Gruppe und die zweite an einer der sekundaren OH-Gruppen des 
Zuckers.Jnsbesondere an einer der beiden sekundaren OH-Gruppen am selben oder 
an einer der drei sekundaren OH-Gruppen des zweiten Sechsrings, erfolgt. 

Weitere bevorzugte Verbindungen der allgemeinen Formel (I) sind solche, bei denen X- 
O-Z Naringin ist, A 2 die Acylreste folgender Sauren sind: p-Chlorphenylessig-, 
Hydrozimt-, Stearin-, 12-Hydroxystearin-, Palmitin-, Laurin-, Ol-, Coumar-, Caprin-, 
Zimt-, 4-Phenylbutter-, 4-Hydroxyphenylessig-, 5-Phenylvaleriansaure oder die unter 
den Handelsnamen erhaltlichen Gemische Edenor UKD 6010 und UKD 7505; n = 1 
oder n=2 und m gleichzeitig 1 ist. Wenn n und m beide 1 sind, ist die bevorzugte 
Position von A 2 die primare OH-Gruppe im Zucker, die = von A, entweder die 5-OH- 
Gruppe des Benzopyran- oder die 4'-Hydfoxy-Gruppe des Phenylrings. Aber wie im 
Fall, wenn m=0, kann A 2 auch Ober alle sekundaren OH-Gruppen des Zuckers verestert 
werden. Wenn n = 2 und m gleichzeitig 1 ist, ist es bevorzugt, wenn die eine 
Veresterung von A 2 an der primaren OH-Gruppe und die zweite an einer der 
sekundaren OH-Gruppen des Zuckers, insbesondere an einer der beiden sekundaren 
OH-Gruppen am selben oder an einer der drei sekundaren OH-Gruppen des zweiten 
Sechsrings, und die Veresterung von A^ uber den Benzopyran- oder den Phenylring 
erfolgt. 

Die Erfinder haben herausgefunden, daS die Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 
Qberraschenderweise durch milde lipasekatalysierte Veresterungen gewonnen werden 
kflnnen. 
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Demnach ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung der erfindungsgemaften Verbindungen der Formel (I). Das 
erfindungsgema&e Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daft ein Acetal (aus Zucker 

5 und Flavon-/lsoflavon-Grundk6rper) mit einer polyungesattigten Fettsaure (mit 
mindestens vier isolierten Doppelbindungen oder mit mindestens zwei konjugierten 
Doppelbindungen) wie einer konjugierten Linolsaure (Octadecadiensaure), mit einer 
arylaliphatischen Carbonsaure, mit einem Ester dieser CarbonsSuren oder mit einem 
aktivierten FettsSurederivat unter katalytischer Einwirkung von einem oder mehreren 

10 Enzymen verestert oder umgeestert wird. Die Veresterung an primaren OH-Gruppen 
des Zuckers ist dabei bevorzugt, aber auch sekundare Alkohol-Gruppen des Zuckers 
kOnnen verestert werden. 

Zu den geeigneten enzymatischen Katalysatoren zur Veresterung der genannten 
15 SSuren und den Hydroxy Igruppen enthaltenden Acetal-Komponenten zahlen die 
Hydrolases speziell die Lipasen (Ester-Hydrolasen) wie die Lipasen aus Candida 
rugosa (ehemals Candida cylindracea), Candida antarctica, Geotrichum candidum, 
Aspergillus niger, Penicillium roqueforti, Rhizopus arrhizus und Mucormiehei. 

20 Eine bevorzugte Lipase ist die Lipase (Isoenzym B) aus Candida antarctica, wofOr es 
zwei GrOnde gibt. Erstens zeigt sie eine besonders hohe Selektivitat bei der 
Veresterung der Acetale mit den ungesattigten Fettsauren, obwohl diese nicht zu ihren 
typischen Substraten zahlen. Des weiteren zeigt sie keine Grenzfiachenaktivierung (ein 
entscheidendes Merkmal zur Klassifizierung von Hydrolasen in die Gruppe der 

25 Lipasen), da ihr ein wichtiges Lipasestrukturmerkmal, eine bewegliche Peptidkette am 
aktiven Zentrum (sog. lid) fehlt. 

Bei der Herstellung der erfindungsgemalien Verbindungen nach den Qblichen 
Methoden der chemischen Synthese kommt es wegen der Anwesenheit mehrerer freier 
30 Hydroxylgruppen des Zuckers und/oder Flavon-/lsoflavon-Grundk5rpers in der Regel 
zur Bildung von Gemischen aus einfach und mehrfach veresterten Produkten, so dali 
die Einfuhrung und Entfernung von Schutzgruppen notwendig ist, wenn man gezielt 
eine bestimmte Verbindung synthetisieren will. 
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Gerade die gezielte Veresterung ist aber fur die biologische Verfugbarkeit und 
VertrSglichkeit der erfindungsgemaBen Substanzen entscheidend. Die chemische 
Synthese fuhrt jedoch aufgrund mangelnder Regioselektivitat zu groben 
5 Produktgemischen. Daher ist die hier beschriebene enzymatische (siehe Beispiele) 
milde und regioselektive Synthese von Vorteil. ErfindungsgemaB bedeutet 
regiospezifisch, daB nur e i n e bestimmte OH-Gruppe eines Polyois verestert wird. 
Entsprechend bedeutet regioselektiv, daB e i n e bestimmte OH-Gruppe eines Polyois 
bevorzugt, aber nicht ausschlieBlich, verestert wird. 

10 

Sind die erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel (I) erst einmal mittels des 
erfindungsgemaBen Veffahrens hergestellt worden, muB in aller Regel ein Verfahren 
folgen, urn die gewunsche(n) Verbindung(en) aufzureinigen. Somit besteht ein weiterer 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung darin, ein Verfahren zur Aufreinigung der 

15 Verbindungen der Formel (I) bereitzustellen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB es 
sich urn ein waBriges Zweiphasen-Extraktionsverfahren mit organischen Ldsungsmitteln 
handelt, mit dem die Zielverbindung selektiv von den nicht umgesetzten FettsSuren 
getrennt werden kann. Vorzugsweise handelt es sich bei dem organischen 
Lfisungsmittel urn n-Hexan, Cyclohexan, THF, Dieethylether. Alternativ kann die 

20 Aufreinigung auch durch ein chromatographisches Verfahren an Kieselgel, 
vorzugsweise mit Ethylacetat/Methanol- oder Dichlormethan/Methanol-Gemischen mit 
geringen Anteilen Essigsaure und/oder Wasser erfolgen, das auch zusatzlich zu einem 
waBrigen Zweiphasen-Extraktionsverfahren mit organischen LGsungsmitteln 
durchgeftihrt werden kann. 

25 

Da die erfindungsgemaBen Flavon-/lsoflavonglykoside der Formel (I) eine gute 
biologische VerfUgbarkeit und Wirkung haben, lassen sie sich in kosmetischen und 
pharmazeutischen Zubereitungen und/oder als Nahrungsmittel-Zusatzstoffe verwenden 
mit dem Ergebnis, daB die Qualitat ebendieser Produkte deutlich verbessert wird. 

30 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel(l) weisen eine Inhibition von 
Hautproteasen (anti-aging, anti-wrinkling) r ein antioxidatives Potential, hautaufhellende 
Wirkung sowie eine Inhibition der Transkription auf. Oberraschend ist vor allem die 
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hautaufhellende Wirkung (infolge einer Hemmung der Tyrosinase) dieser 
Verbindungen, insbesondere die gute hautaufhellende Wirkung der erfindungsgema&en 
Verbindungen, bei denen Z-O-X Naringin bedeutet und deren primSre OH-Gruppe 
entweder mit PhenylpropionsSure, mit HydroxyphenylessigsSure oder mit p- 
5 Chlorphenylessigsaure verestert ist 

Weiterhin wurde gefunden, daft die erfindungsgemaften Verbindungen der Formel(l), 
insbesondere diejenigen Verbindungen, bei denen Z-O-X Naringin bedeutet und deren 
primare OH-Gruppe entweder mit Phenylpropionsaure, mit Hydroxy phenylessigsSure 

10 oder mit p-Chlorphenylessigsaure verestert ist, in der Lage sind, die 
sonnenlichtinduzierte Expression von MMP-1, TIMP und Coldi in kosmetisch 
erwUnschter Weise zu beeinflussen und somit dem Verlust an Kollagen in der Dermis 
entgegenzuwirken. Dadurch eignen sich diese Verbindungen hervorragend fDr eine 
kosmetische Behandlung der Haut, durch welche einer sonnenlichtinduzierten Alterung 

15 der Haut vorgebeugt wird und/oder durch welche deren Folgen vermindert werden. 

Die Bildung des Kollagens wird insbesondere durch das Ausmaft der Expression von 
MMP und TIMP beeinflusst. Zur Analyse der Faktoren, die am ProzelJ der HomOostase 
sonnenlichtbestrahlter Hautzellen beteiligt sind, sind folgende Strategien mfiglich: 
20 a) MMP: - Quantifizierung der Enzymaktivitat von MMP-1 

- Quantifizierung des synthetisierten MMP-1 -Proteins. 

- Quantifizierung der synthetisierten MMP-1 -mRNA.. 
b) TIMP - Quantifizierung des synthetisierten TIMP-Proteins. 

- Quantifizierung der synthetisierten TIMP-mRNA.. 

25 c) Kollagen - Quantifizierung des synthetisierten Kollagen-Proteins. 

- Quantifizierung der synthetisierten Colai-mRNA.. 

Die Produktion der mRNA ist im Verlauf der Proteinsynthese der erste und damit 
wichtigste Schritt. Wirkstoffe, die einen Effekt auf die mRNA-Produktion zeigen, haben 
30 somit automatisch auch einen Effekt auf die Proteinmenge und die Enzymaktivitat. In 
einem anschlieftenden Schritt kOnnen die Auswirkungen der Effekte auf die mRNA- 
Produktion durch den Nachweis des Proteins Kollagen im Hautmodell selbst 
nachgewiesen werden. 
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lm Rahmen der Erfindung konnte gezeigt werden, daft erfindungsgema&e Naringin- 
Derivate in der Lage sind, die Expression vom MMP zu reduzieren, die Expression von 
TIMP zu erhfihen, die Expression von Colai zu erhShen sowie die Bildung von Kollagen 
zu erhdhen. 

In der fotogealterten Haut wird MMP-1 zwar zum uberwiegenden Teil von Fibroblasten 
produziert, die Reaktionen der Haut auf Stress dtirfen aber nicht als Reaktionen 
einzelner, isolierter Hautzellen betrachtet werden. Vielmehr ist jede Zelle in ein 
komplexes Kommunikationsnetzwerk eingebunden. Dieses Netzwerk bewirkt den 
Informationsaustausch direkt benachbarter Zellen, aber auch zwischen weiter 
voneinander entfernt lokalisierten Zellen, wie z.B. den Zellen der Epidermis und der 
Dermis. An den Kommunikationsmechanismen zwischen den Zellen der Haut sind 
Signalmolekule wie z.B. Interleukine, Wachstumsfaktoren (z.B. KGF, EGF oder FGF) 
usw. beteiligt. Aus diesem Grund wurde die Analyse der Wirkstoffeffekte an 
Hautmodellen durchgefOhrt, die aus einem dermalen und einem epidermalen 
Kompartiment bestehen. 

Weiterhin wurde gefunden, daG die erfindungsgemaBen Verbindungen im Vergleich zu 
herkommlichen Wirkstoffen gegen eine Lichtalterung der Haut erheblich weniger 
phototoxisch sind. 

DarQber hinaus sind die erfindungsgemaBen Verbindungen besonders gut in lipophile 
Basisrezepturen einarbeitbar und lassen sich auf einfache Weise als stabile Emulsionen 
formulieren. 

Dementsprechend werden die erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel (I) zur 
Herstellung von kosmetischen und/oder pharmazeutischen Zubereitungen und/oder 
Nahrungs- bzw. Futtermitteln verwendet. Die erfindungsgemaBen Verbindungen 
kOnnen in Form der Reinsubstanz oder als Gemisch aus Pflanzenextrakten 
unterschiedlicher Herkunft vorliegen bzw. verwendet werden. 
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Bevorzugterweise werden dabei die (Iso-)FIavone und deren Glykoside als Bestandteile 
eines aus einer Pflanze gewonnenen Substanzgemisches, insbesondere eines 
pflanzlichen Extraktes, in den Zubereitungen/Zusatzstoffen verwendet. Solche 
pflanzlichen Substanzgemische konnen in einer dem Fachmann geiaufigen Weise, 
5 beispielsweise durch Auspressen Oder Extrahieren aus Pflanzen wie Zitrusgewachsen 
(Familie der Rutaceae) Oder Akazien gewonnen werden. 

Weitere Gegenstande der Erfindung sind danach die Verwendung der Verbindungen 
der Formel (I) zur Herstellung von kosmetischen und/oder pharmazeutischen 
10 Zubereitungen; die Verwendung als Nahrungserganzungs- oder -zusatzstoffe in 
Nahrungszubereitungen und in Futtermitteln (z.B. fur die Tierzucht); kosmetische und 
pharmazeutische Zubereitungen sowie NahrungsmittelAzubereitungen und Futtermittel, 
die (eine) Verbindung(en) der Formel (I) enthalten. 

15 Die unter erfindungsgematter Verwendung der Verbindungen (I) erhaitlichen 
kosmetischen Zubereitungen, wie Haarshampoos, Haarlotionen, Schaumbader, 
Duschbader, Cremes, Gele, Lotionen, alkoholische und waBrig/alkoholische Ldsungen, 
Emulsionen, Wachs/Fett-Massen, Stiftpraparate, Puder oder Salben, kOnnen ferner als 
Hilfs- und Zusatzstoffe milde Tenside, Olkarper, Emulgatoren, Oberfettungsmittel, 

20 Perlglanzwachse, Konsistenzgeber, Verdickungsmittel, Polymere, Siliconverbindungen, 
Fette, Wachse t Stabilisatoren, biogene Wirkstoffe, Deowirkstoffe, Antischuppenmittel, 
Filmbildner, Quellmittel, UV-Lichtschutzfaktoren, Antioxidantien, Hydrotrope, 
Konservierungsmittel, Insektenrepellentien, Selbstbrauner, Solubilisatoren, ParfQmdle, 
Farbstoffe, keimhemmende Mittel und dergleichen enthalten. 

25 

Die Einsatzmenge der erfindungsgemafien Verbindungen in den kosmetischen (aber 
auch pharmazeutischen) Zubereitungen liegt Oblicherweise im Bereich von 0,01 bis 5 
Gew.-%, vorzugsweise jedoch im Bereich von 0,1 bis 1 Gew.-%, bezogen auf die 
Gesamtmasse der Zubereitungen. 

30 

Zur Herstellung pharmazeutischer oder auch kosmetischer Zubereitungen lassen sich 
die erfindungsgema&en Verbindungen der allgemeinen Formel (I), gegebenenfalls in 
Kombination mit anderen Wirksubstanzen, zusammen mit einem oder mehreren inerten 
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(iblichen Tragerstoffen und/oder Verdunnungsmitteln, z. B. mit Maisstarke, Milchzucker, 
Rohrzucker, mikrokristalliner Cellulose, Magnesiumstearat, Polyvinylpyrrolidon, 
Zitronensaure, Weinsaure, Wasser, Wasser/Ethanol, Wasser/Glycerin, Wasser/Sorbit, 
Wasser/Polyethylenglykol, Propylenglykol, Carboxymethylcellulose oder fetthaltigen 
Substanzen wie Hartfett oder deren geeigneten Gemischen, in ubliche galenische 
Zubereitungen wie Tabletten, Dragees, Kapseln, Pulver, Suspensionen, Tropfen, 
Ampullen, Safte oder Zapfchen einarbeiten. 

Die zur Erzielung einer entsprechenden Wirkung bei pharmazeutischen Anwendungen 
erforderliche tagliche Dosierung betragt zweckmaSigerweise 0,1 bis 10 mg/kg 
Korpergewicht, vorzugsweise 0,5 bis 2 mg/kg Korpergewicht. 

Die unter erfindungsgemaSer Verwendung der Verbindungen der Formel (I) erhaltlichen 
Nahrungsersatz- und -zusatzstoffe wie Sportier-Drinks enthalten geeigneterweise die 
Verbindung(en) der Formel (I) in einer Menge, die bei einem ublichen Bedarf an 
FIQssigkeitsaufnahme von 1 bis 5 Litem pro Tag zu einer Dosierung dieser 
Verbindungen von an 0.1 bis 10 mg, vorzugsweise 0,5 bis 5 mg, pro kg Korpergewicht 
fQhrt. Eine beispielhafte Verwendung in der Nahrungsmittelindustrie besteht fur die 
Verbindungen der Formel (I) als Faroe- und/oder GewOrzstoffe. 
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Beispiel 1 : Herstellung von 6-0-cis-9,trans-11-Octadecadienoyl-Naringin 



5 2 g D-(-)-Naringin 5 g, CLA (Edenor UKD 6010), 12 g Molekularsieb, 15 ml t-Butanol 
und 10 g immobilisierte Lipase B aus Candida antarctica wurden 40 Stunden bei 60°C 
und 100 rpm am Magnetruhrer im 250 ml Erlenmeyerkolben inkubiert. Die Umsetzung 
wurde mittels DQnnschichtchromatographie (Kieselgel KG60-Platten mit 
Fluoreszenzindikator; Laufmittel: Ethylacetat/Methanol 10:1 v/v; Visualisierung: UV- 

10 Detektion sowie mittels EssigsSure/Schwefelsaure/Anisaldehyd (100:2:1 v/v/v) 
Tauchreagenz nachgewiesen. Das Produkt wurde mit 20 ml n-Hexan extrahiert und 
Ober Saulenchromatographie (Kieselgel F60; Laufmittel: Ethylacetat/Methanol 10/1 v/v) 
gereinigt. 

RrWert: 0.47 (Ethylacetat/Methanol 10:1) 

15 

Beispiel 2: Herstellung von 6-0-Naringin-(3-phenyl-propionsaure)ester 

5,8 g Naringin, 1,5 g 3-Phenylpropionsaure, 3,7 g Molekularsieb, 15 ml t-Butanol und 11 
g immobilisierte Lipase B aus Candida antartica wurden 24 Stunden bei 60°C und 100 

20 rpm in einem 250 ml Kolben inkubiert. Die Umsetzung wurde mittels 
DQnnschichtchromatographie (Kieselgel 60 F254; Laufmittel Ethylacetat/Methanol 10:1 
v/v; Visualisierung durch UV-Detektion) verfolgt Bei Abbruch der Reaktion betrug der 
Umsatz bezogen auf Naringin 20%. Das Produkt wurde mit 20 ml n-Hexan extrahiert 
und Ober Saulenchromatographie (Kieselgel F60; Laufmittel: Ethylacetat/Methanol 10/1 

25 v/v) gereinigt. 

RrWert: 0,16 (Ethylacetat/Methanol 10:1 v/v) 
Ausbeute: 0,85 g 

Die saulenchromatographische Trennung wurde nicht optimiert. Neben Fraktionen mit 
dem reinen Produkt wurden weiterhin Mischfraktionen erhalten, die unumgesetztes 
30 Naringin enthielten. Zur Bestimmung der angegebenen Ausbeute wurden lediglich 
diejenigen Fraktionen aus der Saulenchromatographie verwendet, welche 
ausschlieSlich das gewunschte Produkt enthielten. 
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Beispiel 3 : Herstellung von 6-0-Naringin-(p-CI-phenylessigsaure)ester 

5,8 g Naringin, 1,7 g p-Chlorphenylessigsaure, 3 f 8 g Molekularsieb, 15 ml t-Butanol und 
5 1 1 g immobilisierte Lipase B aus Candida antartica wurden 24 Stunden bei 60°C und 
100 rpm in einem 250 ml Kolben inkubiert. Die Umsetzung wurde mittels 
DOnnschichtchromatographie (Kieselgel 60 F 2 sa\ Laufmittel Ethylacetat/Methanol 10:1 
v/v; Visualisierung durch UV-Detektion) verfolgt. Bei Abbruch der Reaktion betrug der 
Umsatz bezogen auf Naringin 20%. Das Produkt wurde mit 20 ml n-Hexan extrahiert 
10 und liber SSulenchromatographie (Kieselgel F60; Laufmittel: Ethylacetat/Methanol 10/1 
v/v) gereinigt. 

RrWert: 0,20 (Ethylacetat/Methanol 10:1 v/v) 
Ausbeute: 0,50 g 

Die saulenchromatographische Trennung wurde nicht optimiert. Neben Fraktionen mit 
15 dem reinen Produkt wurden weiterhin Mischfraktionen erhalten, die unumgesetztes 
Naringin enthielten. Zur Bestimmung der angegebenen Ausbeute wurden lediglich 
diejenigen Fraktionen aus der SSulenchromatographie verwendet, welche 
ausschlieBlich das gewQnschte Produkt enthielten. 

20 Beispiel 4 : Herstellung weiterer Naringin-Derivate 

Naringin-Derivate, hergestellt wie unter Beispiel 1 beschrieben (Umsetzung mit 
Novozym SP435 fOr 48 h bei 65°C, RQhrgeschwindigkeit 1200 Upm). Mittels 
DOnnschichtchromatographie wurde die Umsetzung kontrolliert sowie der Umsatz 
25 (bezogen auf das eingesetzte Naringin) bestimmt. 

Umsatz 

4.1 Stearinsaure + 

4.2 PalmitinsSure ++ 
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4.3 Laurinsaure 

4.4 OlsSure 

4.5 Coumarsaure 

4.6 Caprinsaure 

4.7 Zimtsaure 

4.8 4- 

Hydroxyphenylessigsaure 

4.9 5-Phenylvaleriansaure 

4.10 4-Phenylbuttersaure 

4.11 1 2-Hydroxy-Stearinsaure 

4.12 EdenorUKD6010 

5 

+ bedeutet bis 1 5 % Umsatz 

++ bedeutet Qber 1 5 % Umsatz 

Beispiel 5 : Hemmung der Tyrosinaseaktivitat 

Tyrosinasen katalysieren physiologisch einen wichtigen Schritt in der Melanin-Synthese 
(L-Dopa zu L-Dopaquinone, das weiter cyclisiert und erneut durch eine Tyrosinase zu 
15 Dopachrom umgesetzt wird). Eine Hemmung der Tyrosinase kann damit zu einer 
hautaufhellenden Wirkung fuhren. 

Die Aktivitat von Pilz-Tyrosinase (Sigma) wurde in Gegenwart unterschiedlicher 
Konzentrationen der erfindungsgemaBen Wirkstoffe anhand der enzymatischen 
Umsetzung von LDOPA zu Dopachrom bestimmt. Das Absorptionsmaximum des 
20 Dopachroms (rotbraun) liegt bei X=475nm. Der lineare Anstieg der Absorption (A) des 



Umsatz 

++ 
+ 
+ 
+ 
+ 

++ 

++ 
++ 
+ 
+ 
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Dopachroms pro Zeiteinheit (t) ist ein MaB fGr die Aktivitat der Tyrosinase (AA/At). Die 
Aktivitat der Tyrosinase in Abwesenheit der Wirkstoffe (AAi/Ati) diente als Referenz und 
wurde auf 100% gesetzt. Unter analogen Bedingungen wurde die Tyrosinase- 
Restaktivitat in Gegenwart der Wirkstoffe (AA 2 /At 2 ) bestimmt. Jede Messung wurde 
zweifach in parallelen Ansatzen durchgefGhrt. Die Schwankung der Ergebnisse der 
Methode iiegt bei ca. ±10%. 

Verwendete Chemikalien: 

L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) (Sigma) 
KH 2 P0 4 (J.T. Baker) 

Tyrosinase, 50.000 units (Sigma) 
KOH 

Ben6tiqte Lfisunqen: 

50 mM KH2PO4 - Puffer in H 2 0 bidest. (Einstellung auf pH = 6.5 mit 1 M wa&riger KOH) 
2.5 mM L-DOPA in H 2 0 bidest. 

340 U/ml Tyrosinase Stammlosung in kaltem KH 2 P0 4 - Puffer, pH = 6.5 

Stammlosungen des zu priifenden Wirkstoffs in bidest. Wasser bzw. Ethanol, worin die 
Konzentration des Wirkstoffs 10-fach hoher war als in der Zeile „Wirkstoffkonzentration 
im Testsystem" unter ..Ergebnisse" angegeben 

Reaktionscocktail: 
10 ml KH 2 P0 4 - Puffer 
10 ml L-DOPA 
9 ml H 2 0 bidest. 

Der Reaktionscocktail wurde ebenso wie die Tyrosinase-Stammlosung erst vor 
Versuchsbeginn hergestellt. Die Tyrosinase-Stammlosung muS unbedingt kOhl gelagert 
werden. Die L-DOPA-L6sungen sollten dunkel und in gut verschlossenen GefSBen 
unter SauerstoffausschluB aufbewahrt werden. Bei evtl. Grauverfarbung (Oxidation 
durch Luftsauerstoff) muS die Losung frisch angesetzt werden. 
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Testsvstem fProbenvolumen 1 ml) und Reaktionsdurchfuhrung: 
33 [i\ Tyrosinase-StammlSsung 
1 00 pi Wirkstoff-Stammlosung 

s Ad 1 000 pi Reaktionscocktail 

Die Aktivitat der Tyrosinase in Abwesenheit der Wirkstoffe diente als Referenz und 
wurde auf 100% gesetzt. Samtliche Proben wurden vor MeBbeginn am Vibrofix gut 
durchmischt. Der pH-Wert wurde kontrolliert und ggf. auf pH= 6.5 eingestellt. Die 
Messung erfolgte mit einem Uvikon-860-Photometer der Fa. Kontron. Die Absorption 

'.o des Dopachroms wurde am Absorptionsmaximum bei X=475nm Ober einen Zeitraum 
von 5 min. bei 25°C detektiert, wobei das MeBintervall 20-30 s betrug. 



Eraebnisse: 

Wirkstoff: 6-0-Naringin-(3-phenyl-propionsaure)ester aus Beispiel 2 
15 Wirkstoffkonzentration im Testsystem 0.005% 0.05% 0.5% (w/v in H 2 0 bidest.) 
Restaktivitat der Tyrosinase in % 98.9 69.1 0.7 
(IC50= 0.18%) 

Wirkstoff: 6-0-Naringin-(p-CI-phenylessigsaure)ester aus Beispiel 3 
:o Wirkstoffkonzentration im Testsystem 0.01% 0.1% (w/v in 98% Ethanol) 

Restaktivitat der Tyrosinase in % 45. 1 1 5.4 

Beispiel 6 : Phototoxizitat 

25 

Dermale Fibroblasten menschlicher Haut wurden mit steigenden Konzentrationen von 
Retinol (Tabelle 1), 6-0-Naringin-(p-CI-phenylessigsaure)ester (Tabelle 2) und 6-0- 
Naringin-(3-phenylpropionsaure)ester (Tabelle 3) kultiviert. Mit Hilfe eines MTT-Tests 
wurde die Phototoxizitat der Substanzen gemessen. Fur die Ermittlung der 
30 Phototoxizitat wurden die behandelten Zellen mit simuliertem Sonnenlicht, 
entsprechend einer Dosis von 10 J UV-A/cm2 bestrahlt. Die Vitalitat nicht behandelter 
Zellen wurde gleich 100 % gesetzt und alle anderen Werte darauf bezogen. 
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Die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit einem Sonnenlichtsimulator, aus dessen 
Emissionsspektrum der UV-A Anteil der Strahlung zur Quantifizierung gemessen wurde. 
Vorteil dieses experimentellen Designs ist die Tatsache, dali mit dem kompletten 
5 Spektrum des Sonnenlichts gearbeitet wird und somit die Alltagssituation hervorragend 
nachgestellt wird. Demgegenuber arbeiten viele andere Forschungslaboratorien mit 
reinen UV-A und/oder UV-B Strahlem. 



10 Tabelle 1: Phototoxizitat von Retinol 



Konzentration Retinol (ppm) 



Vitalitat (%; in Klammern: SEM) 



0,0028 
15 0,014 
0,028 
0,14 
0,28 



99 (7,4) 
95 (19,8) 
80 (25,9) 
28(11,8) 
4(2,1) 



20 



Tabelle 2: Phototoxizitat von 6-0-Naringin-(p-CI-phenylessigsaure)ester 



25 



Konzentration des 

Naringinderivats (ppm) Vitalitat (%; in Klammern: SEM) 



5 115(15) 

10 96(17,2) 

50 81 (8,3) 

100 3(1,7) 

30 500 3 (1 ,8) 



Tabelle 3: Phototoxizitat von 6-0-Naringin-(3-phenyl-propionsaure)ester 



35 Konzentration des 

Naringinderivats (ppm) Vitalitat (%; in Klammern: SEM) 

5 125 (5,8) 

10 103(19,8) 

40 50 98(15,1) 

100 101 (8,3) 

500 29 (4,5) 

1000 2 (0,5) 



45 
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Die Resultate zeigen, daB 6-0-Naringin-(3-phenyl-propionsaure)ester und 6-0- 
Naringin-(p-CI-phenylessigsaure)ester verglichen mit Retinol erst in hoheren 
Konzentrationen toxische Effekte aufweisen. Retinol ist bereits in sehr niedrigen 
Konzentrationen toxisch. Die Verringerung der Vitalitat um mehrere Zehnerpotenzen 
belegt die starke Phototoxizitat von Retinol. 

Beispiel 7 : Wirkungen auf die lichtinduzierte Expression von MMP-1-, TIMP- und 

Colai-mRNA 

Die Wirkungen von 6-0-Naringin-(3-phenyl-propionsaure)ester (Tabelle 4) bzw. 6-0- 
Naringin-(p-CI-phenylessigsaure)ester (Tabelle 5) auf die lichtinduzierte Expression von 
MMP-1, TIMP und Colai wurden bei subphototoxischen Konzentrationen gemessen. 
Hierzu wurde die mRNA-Menge fQr MMP1 , TIMP und Colai quantifiziert. Hautmodelle 
wurden for 12 Stunden mit den Testsubstanzen behandelt und dann mit simuliertem 
Sonnenlicht, entsprechend einer Dosis von 10 J UV-A/cm 2 , bestrahlt. Nach weiteren 48 
Stunden in Gegenwart der Wirkstoffe wurde die RNA der Zellen prapariert und durch 
Northern-Blots mit spezifischen Gensonden analysiert. Zur Kontrolle der in den 
Experimenten eingesetzten RNA-Menge wurden Northern-Blots mit einer 18S- 
spezifischen Gensonde durchgefuhrt. Zur Quantifizierung der Signalintensitaten wurden 
die Autoradiogramme densitometrisch vermessen und die Werte der Signale fQr MMP1, 
TIMP und Colai auf die dazugehorigen Werte der 18S Signale bezogen. Die 
Zahlenwerte in den Tabellen stellen die densitometrische Quantifizierung der Signale 
eines Northern-Blots nach deren Normalisierung dar. Die lichtinduzierte Expression von 
MMP1, TIMP und Col a i bei nicht behandelten Zellen wurde jeweils auf 100 % gesetzt 
und alle anderen Werte darauf bezogen. 

Tabelle 4: Effekte von 6-0-Naringin-(p-CI-phenylessigsaure)ester auf die Expression 



von MMP1 , TIMP und Collagen 



Konzentration des 
Naringinderivats ( ppm) 



MMP1 



TIMP 



Collagen 



0, bestrahlt 
5, bestrahlt 
50, bestrahlt 



0, unbestrahlt 



100 
135 
129 
40 



100 
89 
62 
77 



100 
66 
56 
79 
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Tabelle 5: Effekte von 6-0-Naringin-(3-phenyl-propionsaure)ester auf die Expression 
von MMP1, TIMP und Collagen 



Konzentration des 



Naringinderivats ( ppm) 


MMP1 


TIMP 


Collagen 


0, unbestrahlt 


100 


100 


100 


0, bestrahlt 


135 


89 


66 


10, bestrahlt 


167 


104 


74 


100, bestrahlt 


87 


134 


99 



Die Bestrahlung von Hautmodellen mit simuliertem Sonnenlicht fGhrte zu einer starken 
Induktion der MMP1 -mRNA-Synthese, wahrend die Synthese von Kollagen 
herunterreguliert wurde. Die Produktion von TIMP blieb weitgehend unbeeinfluBt 
Tabelle 4 zeigt, daR 50 ppm 6-0-Naringin-(p-CI-phenylessigsaure)ester die 
sonnenlichtinduzierte Expression von MMP-1 sehr effektiv reduzierten. Die Expression 
von TIMP wurde nur geringfOgig beeinfluBt, die Expression von Colai ist gegenuber der 
bestrahlten, unbehandelten Probe deutlich gesteigert. Die Behandlung der Zellen mit 
100 ppm 6-0-Naringin-(3-phenyl-propionsSure)ester reduzierte die 
sonnenlichtinduzierte Expression von MMP-1 auf das Niveau der unbestrahlten 
unbehandelten Probe (Tabelle 5). Demgegenuber stieg die Expression von TIMP urn 
ca. 35% an. Die Expression von Colai konnte auf das Niveau der unbestrahlten, 
unbehandelten Kultur gesteigert werden. 

Die prozentuale Veranderung der Expression von MMP, TIMP und Colai in Kulturen 
bestrahlter Fibroblasten nach Behandlung mit 50 bzw. 100 ppm der geprtiften 
Naringinderivate im Vergleich zu bestrahlten, unbehandelten Kulturen ist in Tabelle 6 
zusammengefa&t. 

Tabelle 6: 

Expression von 6-O-Naringin- 6-0-Naringin-(3-phenyl- 

(p-CI-phenylessigsaure)ester propionsaure)ester 

(50 ppm) (100 ppm) 

MMP -70% -37% 

TIMP -15% 50% 

Cold 27% 64% 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 01/79245 



24 



PCT/EP01/04151 



Die jeweils in Tabelle 6 angegebene Konzentration ftihrte fOr beide Naringinderivate zu 
einer deutlichen Hemmung der MMP-Expression und einer gesteigerten Colcn. 
Produktion. Die 6-0-Naringin-(3-phenyl-propionsaure)ester steigerte die TIMP- 
Produktion erheblich, wahrend 6-0-Naringin-(p-CI-phenylessigsaure)ester nur einen 
geringen EinfluU nahm. 

Beispiel 8 : Wirkung auf die Kollagenproduktion 

Zum Nachweis der erhdhten Produktion von Kollagen auf Proteinebene wurden 
Fibroblasten in einem dreidimensionalen Kultursystem fur 5 Tage mit den 
Prufsubstanzen behandelt. Am sechsten Tag wurde die Menge des gebildeten 
Kollagens im Vergleich zu Nichtkollagenprotein uber den Einbau tritiierten Proteins 
bestimmt. Tabelle 7 zeigt die prozentuale Steigerung des Kollagenanteils am 
Gesamtprotein, bestimmt aus behandelten Fibroblastenkulturen gegeniiber 
unbehandeiten Kulturen. 



Tabelle 7: 

6-0-Naringin-(3-phenyl- 6-O-Nanngin- 

(propionsaure)ester (p-CI-phenylessigsaure)ester 

Konzentration 1ppm 10ppm 100ppm 5ppm 50ppm 

Steigerung der 

Kollagenproduktion 8% 8% 19% -3% 41% 
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Patentanspruche 

1. Flavon- und Isoflavonglykosid-Derivate der allgemeinen Formel (I): 

[A r C(=O)O] m 4X.0-ZHO-C(=O).A 2 ]n (I), 
worin [X-O-Z] eine Flavon- Oder Isofiavonglykosid-Struktur darstellt, 
worin X einen Flavon- oder IsoflavongrundkGrper der Formel (Ha) bzw. (lib) 




(Ha) (lib) 

darstellt, wobei der (Iso-)Flavohgrundkfirper einfach oder mehrfach substitulert 
und/oder einfach oder mehrfach reduziert (hydriert) ist, 

worin Z (Zucker) fOr ein Mono-, Disaccharid oder Polysaccharid steht, das acetalisch 

an den Rest X gebunden und n-fach esterartig mit A2 substituiert ist, 

worin [Ai-C(=0)] einen Acylrest am Flavon- oder IsoflavongrundkSrper darstellt, 

worin A1 und A2 unabhSngig voneinander einen mehrfach unges§ttigten C15 - C25- 

Alkenylrest mit mindestens 4 isoiierten und/oder mindestens zwei konjugierten 

Doppelbindungen oder einen arylaliphatischen Rest mit 1-4 Methylengruppen 

zwischen Ester-Gruppe und aromatischem Ring darstellen, 

worin [C(=0)A 2 ] einen Acylrest am Zucker Z darstellt, 

worin n eine ganze Zahl (1, 2, 3, ...). nicht aber 0 ist, 

worin m eine ganze Zahl einschlie&lich 0 (0, 1, 2, 3, ...) ist, und 

worin R1, R2, R3 Hydroxylgruppen oder Wasserstoff-Atome darstellen. 
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2. Die Derivate von Anspruch 1, wobei Z ein Monosaccharid, insbesondere Rhamnose, 
Threose, Erythrose, Arabinose, Lyxose, Ribose, Xylose, Allose, Altrose, Galactose, 
Glucose, Gulose, Idose, Mannose, Talose und Fructose, Oder ein Dlsaccharid, 
insbesondere ein Disaccharid, das aus den zuvor genannten Monosacchariden 
aufgebaut ist, in ihren jeweils naturlich vorkommenden stereoisomeren Formen, ist. 

3. Die Derivate von Anspruch 1 oder 2, wobei der (Iso-)Flavonglykosid-Grundkorper X- 
O-Z in der allgemeinen Formel (I) Asparatin, Orientin (Lutexin), Cisorientin 
(Lutonaretin), Isoquercitin, Naringin, Oder Rutin ist. 

4. Die Derivate von einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der (Iso- 
)Flavonglykosid-Grundk6rper X-O-Z Naringin der Formel (III) 




(III) 

ist. 

5. Die Derivate von einem der vorhergehenden AnsprUche, wobei X-O-Z Naringin 
gemaS Formel (III) ist; wobei A 2 der Acylrest einer der folgenden Sauren ist: p- 
Chlorphenylessig-, Hydrozimt-, Stearin-, 12-Hydroxystearin-, Palmitin-, Laurin-, OI-, 
Coumar-, Caprin-, Zimt-, 4-Phenylbutter-, 4-Hydroxyphenylessig-, 5- 
Phenylvaleriansaure oder eines der unter den Handelsnamen erhaltlichen Gemische 
Edenor UKD 6010 und UKD 7505; und wobei n 1 oder 2 und m gleichzeitig 0 ist. 

6. Die Derivate von Anspruch 5, wobei n 1, m 0 ist und A2 an die primare OH-Gruppe 
des Zuckers in Formel (III) gebunden ist 
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7. Die Derivate von einem der Anspruche 1 bis 4, wobei X-O-Z Naringin gemas Formel 
(III) ist; wobei A2 der Acyirest einer der folgenden Sauren ist: p-Chlorphenylessig-, 
Hydrozimt-, Stearin-, 12-Hydroxystearinr, Palmitin-, Laurin-, Ol-, Coumar-, Caprin-, 
Zimt-, 4-Phenylbutter- f 4-Hydroxyphenylessig-, 5-PhenylvaIeriansSure oder eines der 
unter den Handelsnamen erbaitlichen Gemische Edenor UKD 6010 und UKD 7505; 
und wobei n 1 oder 2 und m gleichzeitig 1 ist. 

8. Die Derivate von Anspruch 7, wobei n und m 1 sind, A 2 an die primare OH-Gruppe 
des Zuckers in Formel (III) und Ai entweder an die 5-OH-Gruppe des Benzopyran- 
oder an die 4-Hydroxy-Gruppe des Phenylrings gebunden sind. 

9. Die Derivate von Anspruch 8 ( wobei n 2 und m 1 sind, ein A 2 an die primare OH- 
Gruppe und das zweite A 2 an eine der sekundaren OH-Gruppen, insbesondere an 
eine der beiden sekundaren OH-Gruppen am selben oder an eine der drei 
sekundaren OH-Gruppen des zweiten Sechsrings, des Zuckers in Formel (III) und A1 
entweder an die 5-OH-Gruppe des Benzopyran- oder an die 4-Hydroxy-Gruppe des 
Phenylrings gebunden sind. 

10. Verfahren zur Herstellung der Derivate der Formel (I) von einem der 
vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB ein Acetal X-O-Z aus 
Zucker und (Iso-)Flavon-Grundkorper, wobei diese (Iso-)Flavon-Grundkorper in Form 
der Reinsubstanz oder als Gemisch aus Pflanzenextrakten unterschiedlicher 
Herkunft vorliegen, mit einer polyungesSttigten Fettsaure mit mindestens vier 
isolierten Doppelbindungen und/oder mit mindestens zwei konjugierten 
Doppelbindungen, mit einer arylaliphatischen Carbonsaure, mit einem Ester dieser 
Carbonsduren oder mit einem aktivierten Fettsaurederivat unter katalytischer 
Einwirkung von einem oder mehreren Enzymen verestert oder umgeestert wird. 

11. Das Verfahren von Anspruch 10, wobei die polyungesSttigten Fettsaure eine 
konjugierte Linolsaure (Octadecadiensaure) ist. 

12. Das Verfahren von Anspruch 10 oder 11, wobei das oder die Enzyme eine oder 
mehrere Hydrolasen ist bzw. sind. 



ERSATZBLATT (KEGEL 26) 



WO 01/79245 



28 



PCT/EPOl/04151 



13. Das Verfahren von Anspruch 12, wobei die Hydrolase(n) die Lipasen aus Candida 
rugosa (ehemals Candida cylindracea), Candida antarctica, Geotrichum candidum, 
Aspergillus niger, Penicillium roqueforti, Rhizopus arrhizus und Mucor miehei, 
insbesondere die Lipase (Isoenzym B) aus Candida antarctica, ist (sind). 

14. Das Verfahren von einem der AnsprQche 10 bis 13, wobei sich an die 
Veresterungsreaktion ein Schritt zur Aufreinigung der Verbindungen der Formel (I) 
anschlieGt, der entweder ein wa&riges Zweiphasen-Extraktionsverfahren mit 
organischen LOsungsmitteln wie n-Hexan, Cyclohexan, THF oder Dieethylether oder 
ein chromatographisches Verfahren an Kieselgel, vorzugsweise mit 
Ethylacetat/Methanol- oder Dichlormethan/Methanol-Gemischen mit geringen 
Anteilen Essigsaure und/oder Wasser, ist. 

15. Kosmetische oder pharmazeutische Zusammensetzung oder Nahrungs- bzw. 
Futtermittel-Zusammensetzung, enthaltend mindestens eines der Derivate von einem 
der AnsprQche 1 bis 9. 

16. Verwendung eines Derivats nach einem der AnsprQche 1 bis 9 zur kosmetischen 
Behandlung der sonnenlichtinduzierten Alterung der menschlichen Haut. 

17. Verwendung eines Derivats nach einem der AnsprQche 1 bis 9 zur kosmetischen 
Hautaufhellung. 
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